单 宁 酶 水 解 石榴 皮 多 酚 的 工艺 优化 及 酶 解 产物 鉴定 
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jj Z: 从 石榴 皮 中 提取 的 多 酚 具 有 抗 炎 、 抗 氧化 、 抗 辛 等 多 种 生物 活性 ， 但 是 其 中 的 大 分 
FRR TE ee AE CPG) 不 能 被 动物 角 肠 道 直 接 吸 收 ， 需 要 先 水解 成 小 分 子 物质 如 又 


ER EA) 才能 被 吸收 进入 血液 来 发 挥 其 生物 功能 。 本 试验 利用 单 宁 酶 将 石榴 皮 多 酚 中 的 大 
分 子 单 宁 《相对 分 子 质量 >500) 水 解 为 小 分 子 酚 酸 ， 则 在 优化 酶 解 工艺 及 产物 纯化 工艺 ， 曾 
明 酶 解 前 后 石榴 皮 多 酚 在 成 分 上 的 变化 ， 为 石榴 皮 多 酚 作 为 促进 动物 健康 的 功能 性 饲料 添加 
剂 的 开发 利用 提供 基础 数据 。 通 过 比较 单 宁 酶 水 解 前 后 石榴 皮 多 酚 的 高 效 液 相 色谱 指纹 图 

谱 ， 确 定 PG 降 解 率 和 EA 生 成 率 为 水 解 程度 检测 指标 后 ， 利 用 单 因 素 试验 和 正 交 试验 优化 酶 
解 条 件 。 通 过 静态 吸附 和 动态 吸附 试验 确定 大 也 树脂 纯化 条 件 ， 并 用 液 相 色谱 -质谱 联 用 技术 


Bs 


I XE B A BU Je A bz e YE RAT EAE. Zhi Mon: 最 佳 酶 解 条 件 为 pH 5.2、 温 度 45 “Cy 
加 酶 量 30 mL/g 底 物 、 底 物 浓度 4 g/L， 时 间 16 h。 最 佳 酶 解 产 物 纯化 条 件 为 D101 型 大 孔 树 脂 ， 
95% 乙 醇 为 洗 脱 剂 ， 上 样 体积 为 300 mL， 洗 脱 体 积 为 120 mL。 高 效 液 相 色谱 检测 显示 原石 榴 
皮 多 酚 中 含有 43.64% 的 PG〈 相 对 分 子 质 量 1 084) 、4.85% 的 EA〔 相 对 分 子 质 量 302) ， 酶 解 
产物 中 PG 含量 为 0.00%、EA 含 量 为 45.73%。 原 石榴 皮 多 酚 中 分 析出 7 种 主要 多 酚 化 合 物 ， 质 
fef LK (m/z) 分 别 为 1 083、1 083、783、757、633、401、300， 相 对 分 子 质量 分 布 在 302~1 084; 


酶 解 产物 中 分 析出 4 个 主要 多 酚 化 合 物 ，my/z 分 别 为 600、300、291、247， 相 对 分 子 质量 分 布 


在 248 一 602。 本 试验 利用 单 宁 酶 将 含 大 量 以 PG 为 主 的 攻 花 单 宁 的 石榴 皮 多 酚 水 解 成 富 含 小 分 
子 多 酚 EA 的 酶 解 产 物 ， 并 优化 建立 了 最 佳 酶 解 条 件 及 酶 解 产 物 纯化 条 件 ， 可 为 石榴 皮 多 酚 的 
开发 及 其 在 饲料 生产 中 的 应 用 提供 基础 数据 。 
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关键 词 : 石榴 皮 多 酚 ; ETE. WR, 工艺 优化 
中 图 分 类 号 : S665.4 文献 标识 码 ，A 文章 编号 ， 
在 畜 禽 养殖 过 程 中 ， 高 密度 饲养 、 断 奶 应 激 、 热 应 激 、 细 菌 病毒 感染 、 霉 变 饲 料 、 
化 饲料 等 能 够 引起 动物 的 应 激 反 应 ， 导 致 疾病 或 生理 异常 。 研 究 表明 氧化 应 激 与 人 和 动物 绝 


大 多 数 应 激 反 应 和 疾病 有 密切 的 关系 。 氧 化 应 激 不 仅 引 发 动物 脓 血 症 、 乳 房 炎 、 肠 炎 、 肺 炎 
和 关节 炎 等 疾病 ， 还 增加 机 体 脂 质 过 氧化 反应 ,减少 肌肉 中 多 不 饱和 脂肪 酸 含量 ， 导 致 肉 品 
质 降 低 。 通 过 摄 入 外 源 性 抗 氧 化 物质 有 助 于 维护 机 体 氧 化 还 原状 态 平衡 ， 缓 解 氧 化 应 激 ， 
提高 畜 禽 的 健康 水 平和 肉 品质 量 。 

石榴 是 富 含 抗 氧化 活性 成 分 的 水 果 ， 其 果皮 抗 氧化 活性 成 分 含量 尤其 蜗 “”。 有 研究 表明 
石榴 皮 提 取 物 的 体外 抗 氧化 活性 在 1000 多 种 植物 提取 物 中 位 列 第 一 "|， 且 多 酚 是 其 发 挥 抗 氧 


化 作用 的 主要 成 分 。 除 了 抗 氧化 以 外 ， 石 榴 皮 多 酚 还 具有 抗 炎 、 抑 菌 、 抗 病毒 、 促 进 伤口 钝 
SSA. 我 国 是 石榴 生产 大 国 ， 栽 种 面积 居 世 界 第 一 ， 年 产量 超过 120 万 f ， 石 榴 皮 作为 
果 计 加 工 副 产 物 产量 巨大 ， 石 榴 皮 多 酚 资 源 丰富 。 因 此 ， 石 榴 皮 多 酚 做 为 调控 动物 健康 的 饲 


料 添加 剂 具 有 非常 好 的 开发 应 用 前 景 。 但 石榴 皮 多 酚 含 有 大 量 单 宁 [以 安 石榴 音 (punicalagin， 


PG) 等 叔 花 单 宁 为 主 ]|， 这 是 一 类 相对 分 子 质量 介 于 500~3 000 之 间 的 多 酚 化 合 物 “， 根 据 


Lipinski 等 "的 规则 ， 它 们 有 具备 氢 键 供 体 数目 大 于 5、 相 对 分 子 质量 大 于 500、 氧 键 受 体 数目 大 
于 10 的 几 个 特征 ， 因 而 吸收 或 渗透 性 很 差 。 大 量 研究 也 证 实 这 些 大 分 子 单 宁 无 法 被 消化 道 完 
整 吸收 中 I， 这 限制 了 其 体内 抗 氧化 活性 的 发 挥 。 此 外 ， 大 分 子 单 宁 还 具有 抗 营养 作用 ， 容 易 
与 蛋白 质 、 金 属 离子 形成 沉淀 ， 影 响 营养 物质 的 消化 吸收 上 。 

外 键 和 绾 酚 羧 键 的 单 宁 酰基 水 解 酶 ， 广 泛 存 在 于 细 霄 、 真 画 等 微 生 
物 中 ， 被 美国 食品 药品 监督 管理 局 FDA) 及 我 国 卫生 部 确认 为 安全 的 食品 添加 剂 ”…)。 单 宁 


单 宁 酶 是 一 种 能 水 解 


IH 


ET 7k EPG AERA TE A TAER (ellagic acid, EA) 8M TRR. EA D Ra T EER 
Aul, qn] AE JG BR UE RR A S a ICD, LTT BE TE P 
内 发 挥 抗 氧化 等 生理 活性 。 

鉴于 此 ， 本 试验 利用 单 宁 酶 对 石榴 皮 多 酚 中 的 大 分 子 单 宁 进 行 降解 ， 探 讨 单 宁 酶 水 解 石 
榴 皮 多 酚 的 最 佳 条 件 和 酶 解 产 物 纯化 工艺 ， 分 析 酶 解 前 后 石榴 皮 多 酚 在 成 分 组 成 上 的 差异 ， 
则 在 为 石榴 皮 多 酚 的 开发 及 其 在 饲料 生产 中 的 应 用 提供 思路 和 指导 。 
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1 材料 与 方法 
1.1 主要 材料 、 试 剂 和 仪器 


单 宁 酶 制剂 (粉末 状 ，， 购 自 湖北 佳话 信 生物 化 工 有 限 公司 ; 石榴 皮 多 酚 (纯度 为 60%， 
粉末 状 ) ， 购 自 陕 西 慈 缘 生 物 技术 有 限 公司 ; D101 大 和 孔 树脂 ， 购 自 安徽 三 星 树 脂 科技 有 限 


公司 ; ADS-17 大 了 筷 树 朋 ， 购 自 天 津南 开 和 成 科技 有 限 公司 ; SP-700 大 和 孔 树 脂 ， 购 上 自 日 本 三 


FMEA; PG. EA 标准 品 ， 购 自 美国 Sigma 公司 ; Fie. CARAS (TFA) 


以 及 其 他 分 析 纯 化 学 试剂 均 购 自 杭 州 常 青 化 工 有 限 公 司 。 

Agilent 1200 反 相 高 效 液 相 色谱 (HPLC) 4X, 美国 Life 公 司 ; UPLC-Triple TOF 5600+ 飞 
行 时 间 液 质 联 用 仪 ， 加 拿 大 Sciex 公 司 ; SpectraMax M5 多 功能 酶 标 仪 ， 美 国 Molecular 公 司 ; 
DSK-24 电 热 水 浴 锅 ， 杭 州 蓝 天 仪器 公司 ; DGG-9140BD 恒 温 干 燥 箱 ， 上 海 森 信和 实验 仪器 有 限 
公司 ; DL-720D 超 声波 清洗 机 ， 上 海 之 信 仪 器 有 限 公司 。 

1.2 石榴 皮 多 酚 溶 液 和 单 宁 酶 溶液 配制 


石榴 皮 多 酚 溶 液 : 根据 要 配制 的 浓度 精确 称 量 一 定量 的 石榴 皮 多 酚 粉 未 加 入 所 需 的 不 同 
pH 的 磷酸 盐 缓冲 液 (PBS) 中， 超声 波 处 理 30 min 后 过 滤 ， 滤 液 则 为 石榴 皮 多 酚 溶 液 ， 测 


定 其 多 酚 浓度 。 


单 宁 酶 溶液 : 称 取 单 宁 酶 制剂 粉末 ， 按 照 酶 : 水 〈 质 量 体 积 比 ) =1:2 的 比例 混合 ， 磁 力 
搅拌 1h， 用 不 锈 钢 过 滤器 过 滤 ， 再 经 0.45 pm 微 孔 滤 腊 过滤， 测定 滤液 中 单 宁 酶 活性 ， 为 
41 U/L, 1U 表示 1 min 内 降解 1 umol 单 宁 酸 。 

PBS 的 配制 : 配制 28.4 g/L 的 磷酸 所 二 钠 溶液 〈 即 0.2 mol/L WERA) ，21.01 g/L 
的 柠 榜 酸 溶液 ( 即 0.1 mol/L 的 柠檬 酸 )， 然 后 不 同体 积 的 2 种 溶液 混合 并 用 pH 计 标 定 测量 ， 
制备 出 不 同 pH 的 缓冲 液 。 

1.3 最 佳 酶 解 条 件 的 单 因素 试验 设计 

对 温度 、pH、 反 应 时 间 、 加 酶 量 和 底 物 浓度 〈 即 多 酚 浓度 ) 进行 单 因 素 试 验 ， 考 察 各 因 
素 对 反应 液 中 PG 降解 率 和 EA 生成 率 的 影响 。 按 照 表 1 所 列 因素 条 件 混合 酶 解 反应 液 使 之 
开始 反应 ,结束 后 放 入 95 “Cx 水 浴 终 止 反 应 8 min, 冷却 至 室温 后 经 0.45 um 滤 腊 过滤, 用 HPLC 


仪 测定 上 清 液 中 PG 和 EA 含量 ， 每 个 反应 条 件 设 3 个 重复 。 


PG KIEZ (%) =(1- 反 应 结束 后 反应 液 中 PG 的 浓度 /反应 前 反应 液 中 PG 的 浓度 )X 100; 
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EA 生成 率 (%)=( 反 应 结束 后 反应 液 中 EA 的 浓度 /反应 前 反应 液 中 EA 的 浓度 -D)X100。 
表 1 石榴 皮 多 酚 酶 解 反 应 的 单 因 素 试验 设计 


Table 1 Single factor design for enzymatic hydrolysis of pomegranate peel polyphenols 


因素 Factors 水 平 Levels 

温度 Temperature/C 30. 35. 40. 45. 50 

pH 4.0. 4.5. 5.0. 5.5. 6.0 

时 间 Time/h 4、6、8、10、12、16、20、24 
加 酶 量 Volume of enzyme/(mL/g 底 物 ) 10、20、30、40、50 

底 物 浓度 Substrate concentration/(g/L) 0.25、0.50、1.00、2.00、3.00、4.00 


1.4 最 佳 酶 解 条 件 的 正 交 试验 设计 


根据 单 因素 试验 结果 ， 对 pH、 温度 、 加 酶 量 、 时 间 4 个 因素 在 最 佳 反 应 条 件 下 的 水 平 
附近 设置 更 精细 的 水 平 变 化 ， 进 行 正 交 组 合 设 计 。 按 照 表 2 将 石榴 皮 多 酚 溶 液 (4.00 g/L) 和 


酶 液 混合 、 摇 匀 ， 相 应 条 件 下 进行 反应 。 反 应 结束 后 反应 液 放 入 95 C 水 浴 中 终止 反应 8 min, 


经 0.45 um JE LUE, We LWP PG 和 EA 含量 ， 每 个 反应 条 件 设 3 个 重复 。 


表 2 石榴 皮 多 酚 酶 解 反 应 的 正 交 试验 设计 
Table 2 Orthogonal experimental design for enzymatic hydrolysis of pomegranate peel 


polyphenol 


因素 Factors 
水 平 Levels 


pH ”温度 Temperature/C 加 酶 量 Volume of enzyme/(mL/g 底 物 ) 时 间 Time/h 
1 4.8 43 30 12 
2 5.0 45 35 14 
3 5.2 47 40 16 


1.5. 酶 解 反 应 液 的 大 孔 树 脂 纯 化 
在 最 佳 酶 解 条 件 下 将 石榴 皮 多 酚 与 单 宁 酶 进行 反应 ,反应 结束 后 过 渡 沉 深 ， 上 清 液 95 °C 


水 浴 加 热 8 min 以 灭 活 单 宁 酶 ， 不 锈 钢 过 滤器 去 除 蛋 白质 沉 演 ， 将 此 上 清 液 进行 纯化 。 
1.5.1 大 孔 树 脂 的 选择 
根据 文献 445 报 道 ， 选 择 D101、ADS-17、SP-700 这 3 种 型 号 的 大 孔 树 脂 进行 比较 。 树 


脂 预 处 理 后 ， 采 用 静态 吸附 和 静态 洗 脱 方法 测定 3 种 型 写 的 大 孔 树 脂 对 石榴 皮 多 酚 的 吸附 率 


和 解吸 率 。 
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CIO 静态 吸附 : 称 取 1 g PAES PRA EAI, NATOK CRAP 
E. 15 min Ja, ACK CMA SPR, AE ACP ey a e RE ZK a) s TRE HL LA 50 mL 
石榴 皮 多 酚 酶 解 液 ， 密 封 ，120 r/min 室温 振荡 24 h。 结 束 后 测定 上 清 液 中 多 酚 浓 度 ， 计 算 吸 
附 率 。 

吸附 率 〈%) =100x《〈 酶 解 液 初始 多 酚 浓度 - 酶 解 液 平 衡 时 多 酚 浓 度 ) / 酶 解 液 初始 多 酚 浓 


(2) 静态 洗 脱 : 倒 掉 静 态 吸 附 好 的 树脂 上 清 液 ， 并 用 去 离子 水 冲洗 1 裔 ， 滤 纸 吸 干 表 
面 水 分 ， 加 入 95% 乙 醇 50 mL， 密封 ，120 r/min 室温 振荡 24 h， 测 定 上 清 液 中 多 酚 浓 度 ， 计 
算 解 吸 率 。 

解吸 率 (%)=100x 解 吸 液 多 酚 浓度 x 解吸 液体 积 /[( 酶 解 液 初始 多 酚 浓度 - 酶 解 液 平衡 时 多 
酚 浓度 )x 酶 解 液体 积 ]。 
1.5.2 洗 脱 剂 浓度 确定 


采用 静态 洗 脱 方法 测定 乙醇 浓度 为 50%、70%、90%、95% 时 的 解吸 率 。 向 含有 1 g 饱和 


吸附 树脂 的 锥 形 瓶 中 加 入 50 mL 不 同 浓度 的 乙醇 溶液 ， 密 封 后 120 r/min 室温 振荡 24h. M 
定 上 清 液 中 多 酚 浓 度 ， 计 算 解吸 率 。 
1.5.3 上 样 体积 确定 

采用 湿 法 装 柱 ， 将 大 孔 树 脂 装 入 92.0 cmx30.0 em 玻璃 层 析 柱 中 。 石 榴 皮 多 酚 酶 解 液 以 


1.5 mL/min 的 流速 上 样 ， 流 出 液 每 50 mL 收集 1 管 ， 测 定 每 管 多 酚 浓 度 ， 绘 制 多 酚 浓度 动态 
曲线 。 
1.5.4 洗 脱 体积 确定 

去 离子 水 冲洗 上 样 后 的 层 析 柱 至 流出 液 无 色 ， 用 洗 脱 剂 以 1.5 mL/min 的 流速 洗 脱 ， 流 出 
液 每 10 mL 收集 1 管 ， 测 定 其 多 酚 浓度 。 
1.6 PG 和 EA 含量 的 HPLC 检测 


色谱 柱 为 ZORBAX SB-C18 (4.6 mmx250 mm，5 um)， 柱 温 30 'C， 检 测 器 为 紫外 (UV) 


检测 器 ， 检 测 波 长 为 280 nm， 进 样 体积 为 20 nL， 流动 相 为 甲醇 和 0.1% 三 氟 乙 酸 (TFA) 水 
溶液 ， 流 速 为 1.0 mL/min。 线 性 洗 脱 程序 为 : 0 一 10 min, 3%~14% HH EZ; 10~20 min, 14%~ 


40% HE; 20—40 min, 40%~100% FRÈ. 
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1.7 多 酚 含 量 检测 

参考 孙 雨 晴 描述 的 Folin-Ciocaileu 法 ， 以 没食子 酸 为 标准 品 ,绘制 标准 曲线 ， 拟 合 回归 
方程 。 采 用 同方 法 测定 待 测 样品 吸光 度 值 ， 根 据 回归 方程 计算 多 酚 含 量 。 
1.8 酶 解 产 物 的 收集 

在 最 佳 酶 解 条 件 下 将 石榴 皮 多 酚 与 单 宁 酶 进行 反应 ， 反 应 结束 后 用 不 锈 钢 过 滤器 过 滤 ， 


收集 沉淀 并 烘 干 保存 。 上 清 液 95 < 水浴 加 热 8 min， 不 锈 钢 过 滤器 去 除 重 白质 沉淀 ， 上 清 液 
在 最 佳 纯化 条 件 下 纯化 ,纯化 所 得 多 酚 溶 液 80 < 水 浴 燕 干 。 将 沉淀 和 纯化 后 的 上 清 液 的 干 物 
质 合 并 、 充 分 研磨 混 匀 ， 即 所 得 干燥 的 粉末 状 酶 解 产物 。 
1.9 ”成 分 的 液 相 色谱 -质谱 鉴定 

准确 称 取 10 mg 纯化 后 的 石榴 皮 多 酚 或 其 酶 解 产 物 粉 末 ， 溶 于 10 mL 甲醇 ， 经 0.45 um 
微 孔 滤 膜 过 滤 后 用 于 液 质 检测 。 

液 相 色谱 条 件 : 色谱 柱 为 Agilent Zorbax SB-C18 (250 mmx4.6 mm, 5 um) ; 以 0.1% 甲 
酸 溶液 为 流动 相 A， 以 0.1% FR R- CHa AI B, 进行 线性 梯度 洗 脱 : O~10 min, 3%~14% 


流动 相 B，10~20 min，14% 一 40% 流 动 相 B; 20—43 min，40% 一 100% 流 动 相 也 ， 流 速 为 1 


mL/min; 柱 温 为 20"C， 紫外 可 变 波长 检测 器 ， 检 测 波 长 为 280 nm; 进 样 量 10 uL. 
质谱 条 件 : 采用 负离子 模式 , 质 荷 比 (mz) 扫描 范围 为 100~1 500; 雾 化 气压 1(GS1) 50 


psi， 雾 化 气压 2(GS2) 50 psi， 气 帘 气 压 (CUR)30 psi; 离子 源 温度 (TEM) 550 C, Bi Ji FB JS 


(IS) 4 500 V; RAHKAA 100 V; 聚焦 电压 10 V; 二 级 扫描 模式 为 信息 依赖 扫描 (IDA)， 
碰撞 诱导 解 离 CCID) 能 量 为 20、40 和 60 V. 
1.10 数据 统计 与 分 析 

单 因素 分 析 及 正 交 试验 部 分 的 数据 以 平均 值 土 标准 差 表示 。 正 交 试 验 设计 及 结果 分 析 采 
用 正 交 设计 助手 V 3. 1 软件 设计 与 分 析 。 质 谱 数 据 分 析 采 用 NIST 数据 库 比 对 。 
2 结果 与 分 析 
2.1 酶 解 对 主要 多 酚 化 合 物 的 影响 

由 HPLC 指纹 图 谱 ( 图 1) 的 峰 面积 可 以 看 出 ， 原 石榴 皮 多 酚 中 含有 很 高 比例 的 PG 成 
分 [包括 安 石榴 苷 a (PGa) MEARE b CPGbO 2 个 同 分 异 构 体 ]， 而 EA 的 比例 则 较 低 。 而 
单 宁 酶 和 石榴 皮 多 酚 在 一 定 条件 下 反应 之 后 ，PG 峰 面积 明显 变 小 ，EA 峰 面积 明显 变 大 ， 可 
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见 PG 在 单 宁 酶 的 作用 下 发 生 了 水 解 ， 大 量 生 成 了 EA。 因 此 ， 本 试验 选用 PG 的 降解 率 和 
EA 的 生成 紊 这 2 个 指标 来 标定 酶 解 反应 的 反应 效率 和 程度 。 
2.2 酶 解 条 件 的 单 因素 分 析 


2.2.1 温度 对 石榴 皮 多 酚 酶 解 反应 的 影响 


由 图 2 可 以 看 出 , 在 30—45 “Cz la), PG 降解 率 和 EA 生成 率 都 呈现 上 升 的 趋势 , 在 45 °C 
达到 顶点 后 ， 继 续 升温 至 50 < 则 出 现 急剧 下 降 的 趋势 ， 该 数据 说 明 该 酶 解 反 应 在 45 “ON E. 


有 最 高 的 反应 效率 。 
2.2.2 pH 对 石榴 皮 多 酚 酶 解 反应 的 影响 


由 图 3 可 以 看 出 ， 在 pH 小 于 5.0 时 PG 降解 率 较 高 ， 超 过 5.0 则 PG 降解 紊 急剧 下 降 。 
而 EA 生成 率 则 随 着 pH 的 变化 而 发 生 波 动 ， 在 pH 为 5.0 时 EA 生成 率 达 到 最 高 ， 低 于 5.0 
以 及 高 于 5.0 都 明显 降低 ， 因 此 本 试验 选择 5.0 为 最 佳 反 应 pH. 
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图 1 石榴 皮 多 酚 及 其 酶 解 产 物 的 HPLC 指纹 图 谱 


Fig.1 HPLC fingerprints of pomegranate peel polyphenols and their enzymatic hydrolysis 


PG degradation rate (%) 
N 
e 


EA production rate (96) 


30 


120 i 一 


products 


temperature (C) 


"— (b) 


35 40 45 50 
temperature (C) 


图 2 温度 对 石榴 皮 多 酚 酶 解 反 应 的 影响 


Fig.2 Effect of temperature on enzymatic hydrolysis of pomegranate peel polyphenols 
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图 5 加 酶 量 对 石榴 皮 多 酚 酶 解 反 应 的 影响 


Fig.5 Effect of volume of enzyme on enzymatic hydrolysis of pomegranate peel polyphenols 
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图 6 后 物 浓度 对 石榴 皮 多 酚 酶 解 反 应 的 影响 


Fig.6 Effect of substrate concentration on enzymatic hydrolysis of pomegranate peel polyphenols 


2.2.3 时 间 对 石榴 皮 多 酚 酶 解 反 应 的 影响 


10 


187 由 图 4 可 以 看 出 ，PG 降解 率 和 EA 生成 率 随 着 时 间 的 延长 都 呈现 上 升 的 趋势 。 对 于 PG 
188 KRMA., 4~10h 表现 为 快速 上 升 ，10 h 以 后 上 升 放 缓 ，16 h 以 后 上 升 曲线 更 加 平滑 。 对 
189 于 EA 生成 率 而 言 ，4~8h 上 升 缓慢 ，8~16h 呈现 快速 上 升 趋势 ，16h 以 后 曲线 基本 水 平 ， 
190 — 即 达 到 平台 。 综 合 考虑 反应 程度 和 效率 ， 本 试验 选择 16 为 最 佳 反 应 时 间 。 

191 2.4 加 酶 量 对 石榴 皮 多 酚 酶 解 反应 的 影响 

192 由 图 5 可 以 看 出 ， 当 加 酶 量 为 10~30 mL/g 底 物 时 PG 降解 率 快速 上 升 ， 大 于 30 mL/g 
193 ” 底 物 以 后 趋 于 平 组 。 对 于 EA 生成 率 而 言 ， 加 酶 量 为 10~20 mL/g 底 物 时 快速 升 高 ， 大 于 20 
194  mL/g 底 物 以 后 增加 缓慢 ， 当 高 于 40 mL/g 底 物 时 反而 出 现下 降 趋势 。 从 反应 效率 以 及 节约 酶 
195 用 量 2 个 方面 综合 考虑 ， 本 试验 选择 30 mL/g 底 物 为 最 佳 加 酶 量 。 

196 ”2.2.5 底 物 浓度 对 石榴 皮 多 酚 酶 解 反应 的 影响 

197 由 图 6 可 以 看 出 , 底 物 浓度 小 于 1 g/L 时 , PG 降解 率 快速 上 升 , 这 说 明 相 对 于 底 物 多 酚 ， 
198 ” 单 宁 酶 没有 被 饱和 ， 酶 的 活性 没有 得 到 充分 发 挥 ,， 超过 1 g/L 后 PG 降解 率 变化 不 大 ,基本 能 
199 ” 够 保持 在 95% 左 右 。 底 物 浓度 超过 2 g/L 后 EA 生成 率 基本 恒定 , 说 明 在 此 底 物 浓度 下 EA ^E 
200 ”成 效率 较 高 。 从 反应 效率 的 角度 考虑 ， 底 物 浓度 在 0~4 g/L 范围 内 越 高 越 好 。 

201 ”2.3 酶 解 条 件 的 正 交 分 析 

202 由 表 3 可 以 看 出 ， 各 因素 影响 PG 降解 率 的 顺序 为 pH> 温 度 > 加 酶 量 > 时 间 ， 但 这 些 因素 
203 XF PG 降解 率 的 影响 很 小 , 在 上 述 任意 条 件 下 , PG 降解 都 达到 95% 以 上 , 降解 已 经 比较 彻底 ， 
204 ”因此 主要 考虑 对 EA 生成 率 的 影响 。 各 因素 对 EA 生成 率 的 影响 顺序 为 pH> 时 间 > 温 度 > 加 酶 
205 量 ,有 日 pH 为 3 水平 温度 为 2 水平 、 加 酶 量 为 1 水平、 时 间 为 3 水 平时 是 最 佳 反应 条 件 ， 
206 ” 即 pH=5.2、 温 度 =45 'C、 加 酶 量 =30 mL/g 底 物 、 时 间 =16 h 为 最 佳 反应 条 件 ， 该 试验 条 件 正 
207 ”好 为 正 交 表 ( 表 3) 中 的 试验 号 8， 该 条 件 下 的 EA 生成 率 为 各 组 中 最 高 ， 因 此 选用 该 条 件 为 
208 ”最 佳 酶 解 反应 条 件 。 

209 表 3 石榴 皮 多 酚 酶 解 条 件 的 正 交 试 验 结果 

210 Table3 Orthogonal experimental results of enzymatic hydrolysis conditions of pomegranate peel 
211 polyphenols 

试验 号 Trail No. AZ Factors 结果 Results 


pH 温度 加 酶 量 Volume of 时 间 PG 降解 率 PG EA 生成 率 EA 


Temperature/'C enzyme/(mL/g 底 物 ) Time/h degradation rate production rate 
I% /% 

1 4.8 43 30 12 96.90+0.04 166.12+25.21 
2 4.8 45 35 14 97.03+0.03 194.25+2.08 
3 4.8 47 40 16 96.70+0.04 194.45+0.45 
4 5.0 43 33 16 97.162-0.02 200.55+1.54 
5 5.0 45 40 12 96.91+0.04 193.38+1.61 
6 5.0 47 30 14 96.32+0.04 215.84+1.66 
7 5.2 43 40 14 96.60+0.07 206.62+1.95 
8 5.2 45 30 16 96.19+0.11 225.32+0.94 
9 5.2 47 35 12 95.82+0.11 201.04+1.23 
PG 降解 率 kl 96.87 96.90 96.47 96.53 
PG degradation k2 96.80 96.70 96.67 96.63 
rate/% k3 96.20 96.23 96.73 96.70 

R 0.67 0.63 0.27 0.17 
EA 生成 率 kl 184.67 191.00 202.33 186.67 
EA production rate k2 203.00 204.00 198.33 205.67 
/% k3 211.00 203.67 198.00 206.33 

R 26.33 13.00 4.33 19.67 


212 kl. k2. k3 代表 结果 在 水 平 1、 水 平 2、 水 平 3 下 的 平均 值 。R 代表 kl1、k2、k3 在 各 因素 下 
213 WRZ: 

214 . kl, k2 and k3 stand for the mean value of the results under level 1, level 2 and level 3, respectively. 
215 R stands for the range of k1, k2 and k3 under each factor. 


216 24 石榴 皮 多 酚 纯 化 工艺 参数 优化 结果 


217 ”2.4.13 种 型 号 大 孔 树 脂 的 吸附 和 解吸 附 特性 比较 


218 由 表 4 可 以 看 出 ，D101、ADS-17、SP-700 大 和 孔 树 脂 对 石榴 皮 多 酚 的 吸附 率 都 在 90% 左 


219 ” 右 ， 解吸 率 在 95% 以 上 ， 其 中 D101 的 解吸 率 达 到 99.8%， 因 此 确定 D101 为 终 选 树脂 类 型 。 
220 


221 表 4 3 种 型 号 大 和 孔 树 脂 的 性 能 参数 以 及 对 石榴 皮 多 酚 的 吸附 及 解吸 附 特性 

222 Table 4 The characteristic parameters of three kinds of macroporous resins and their adsorption 

229 and desorption properties for pomegranate peel polyphenols 

树脂 型 号 ” 比 表面 积 Specific JL% Bore 吸附 量 吸附 率 Absorption 解吸 量 Desorption/ 解吸 率 

Resin types surface area/(m’/g) diameter/nm Absorption/(mg/g) rate/% (mg/g) Desorption rate/% 
D101 480~550 25~28 51.2 89.7 51.1 99.8 
ADS-17 90—150 25~30 51.1 89.4 48.6 95.1 


12 


SP-700 1 260 8.1 51.7 90.5 49.4 95.7 


224 24.2 洗 脱 剂 浓度 对 石榴 皮 多 酚 解 吸 紊 的 影响 


225 由 图 7 可 以 看 出 ， 随 着 乙醇 浓度 的 提高 ， 石 榴 皮 多 酚 解 吸 率 逐 渐 增 加 ， 妆 洗 脱 剂 为 95% 
220 ”乙醇 时 ， 解 吸 率 最 高 ， 为 终 选 洗 脱 剂 浓度 。 
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230 图 7 WERNER EU Iz E RAE T E AI S UI 
291 Fig.7 Effect of eluent concentration on desorption rate of pomegranate peel polyphenols 


232 2.4.8 上 样 体积 对 吸附 效果 的 影响 


233 由 图 8 可 以 看 出 ， 上 样 量 小 于 300 mL 时 ， 流 出 液 多 酚 浓 度 随 着 上 样 量 增加 快速 增加 ; 


234 ”上 样 量 大 于 300 mL 时 ， 流 出 液 多 酚 谊 度 基 本 恒定 ， 说 明 大 和 孔 树 脂 对 石榴 皮 多 酚 的 吸附 达到 
235 ”饱和 。 因 此 ，300 mL 为 本 试验 终 选 上 样 体积 。 
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236 
237 图 8 上 样 体积 与 流出 液 多 酚 浓 度 的 动态 曲线 
238 Fig.8 Dynamic curve of loading volume and polyphenol concentration in eluate 


239 2.4.4 洗 脱 体积 对 洗 脱 效果 的 影响 


240 由 图 9 可 以 看 出 ， 随 着 洗 脱 体积 的 增加 ， 流 出 液 多 酚 浓度 呈现 先 增加 后 降低 的 峰 形 ， 当 
241 ” 洗 脱 体积 大 于 120 mL 时 ， 流 出 液 多 酚 浓 度 接 近 0， 因 此 确定 120 mL 为 终 选 洗 脱 体积 。 


Polyphenol concentration of eluate (g/L) 


Volume of eluent (ml) 


242 
243 图 9 洗 胶 体积 与 流出 液 多 酚 浓 度 的 动态 曲线 
244 Fig.9 Dynamic curve of eluent volume and polyphenol concentration in eluate 


240 ”2.5 石榴 皮 多 酚 及 其 酶 解 产 物 中 多 酚 含 量 及 PG、EA 含量 
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经 测定 ， 石 榴 皮 多 酚 中 PG SEW 43.64%, EA 含量 为 4.8$%。 在 最 佳 酶 解 条 件 及 最 佳 
大 和 孔 树 脂 纯化 条 件 下 获得 石榴 皮 多 酚 酶 解 产物 ， 其 多 酚 含量 为 80.40%，PG 未 检测 到 ， 即 含 
量 为 0.0096, EA FEW 45.73%. 


2.6 石榴 皮 多 酚 及 其 酶 解 产 物 成 分 的 质谱 分 析 


石榴 皮 多 酚 及 其 酶 解 产物 的 紫外 吸收 光谱 图 见 图 10, 石榴 皮 多 酚 及 其 酶 解 产物 质 ; 
子 流 图 见 图 11。 
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石榴 皮 多 酚 中 鉴定 出 7 个 化 合 物 峰 : 1) 保留 时 间 =15.31，m/z=1 083.061 8, PGa; 2) f& 
留 时 间 =15.88，m/z=783.070 0, TEIA (pedunculagin) ; 3) 保留 时 间 =17.38, m/z=1 083.061 
4, PGb; 4) 保留 时 间 =20.92, m/z=757.090 0, 特 里 马 素 (tellimagrandin) ; 5) 保留 时 间 =22.27， 
my/z=633.0737， 柯 里 拉 京 〈corilagin) ; 6) 保留 时 间 =30.41，m/z=300.999 6, EA; 7) 保留 
时 间 =36.60，m/z=401.0879， 冰 岛 衣 酸 Ccetraric acid) > H m/z 可 以 看 出 ， 石 榴 皮 多 酚 中 化 
合 物 的 相对 分 子 质 量 分 布 在 302 ~1 084. 

石榴 皮 多 酚 酶 解 产物 中 鉴定 出 4 个 化 合 物 峰 : 1) 保留 时 间 =23.14，m/z=291.015 2， 短 叶 
苏 木 酚 酸 (brevifolin carboxylic acid) ; 2) 保留 时 间 =25.68, m/z=600.989 5, 没食子 酸 Cgallagic 
acid) ; 3) 保留 时 间 =26.20，m/z=247.025 8， 短 叶 苏 木 酚 (brevifolin》; 4) 保留 时 间 =30.33， 


m/z=300.999 5, EA. FA m/z 可 以 看 出 , 石榴 皮 多 酚 酶 解 产 物 中 化 合 物 的 相对 分 子 质量 分 布 在 
248~602， 与 石榴 皮 多 酚 相 比 ， 小 分 子 化 合 物 的 种 类 增多 ， 大 分 子 化 合 物 消失 。 


ii 石榴 皮 多 酚 lore 
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图 10 石榴 皮 多 酚 及 其 酶 解 产 物 的 紫外 吸收 光谱 图 
Fig.10 Ultraviolet absorption spectrogram of pomegranate peel polyphenols and its enzymatic 


products 
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图 11 石榴 皮 多 酚 及 其 酶 解 产 物质 谱 总 离子 流 图 
Fig.11 Total ion current of mass spectra of pomegranate peel polyphenols and its enzymatic 


products 
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单 宁 酶 广泛 存在 于 曲霉 类 真菌 微生物 中 ， 在 食品 工业 中 使 用 广泛 ， 常 用 于 降解 啤酒 中 的 
ay, (Ibn SRAM aan, HARE, PMA Sema, Bb 
酵 茶 中 大 分 子 单 宁 相 互 结合 发 生 混浊 。 据 国外 己 有 报道 ， 利 用 产 单 宁 酶 的 黑 曲霉 对 石榴 皮 
进行 固态 发 酵 可 获得 EA"”。 程 艳 “利用 石榴 皮 单 宁 为 诱导 物 ， 诱 导 黑 曲霉 产生 单 宁 酶 ， 
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提取 酶 后 将 该 酶 与 石榴 皮 单 守 进 行 反应 , 用 酸 碱 溶解 法 纯化 获得 EA。 与 以 往 单纯 获得 EA 的 
研究 不 同 ， 在 本 试验 以 PG PR ARRAS A EA 生成 率 为 目标 ， 优 化 了 单 宁 酶 水 解 石榴 皮 多 酚 的 有 反 
应 条 件 和 纯化 工艺 。 这 样 做 可 以 保持 水 解 产 物 多 样 性 ， 而 不 是 彻底 生成 EA 单一 化 合 物 ， 旨 
FEM PG 水 解 过 程 中 获得 更 多 活性 化 合 物 成 分 ， 不 破坏 石榴 皮 多 酚 酶 解 产 物 的 综合 活性 。 
本 试验 的 酶 解 过 程 中 ， 单 宁 酶 使 石榴 皮 多 酚 在 化 合 物 成 分 和 比例 上 发 生 了 变化 。 由 酶 解 
前 后 HPLC 指 纹 图 谱 可 以 看 出 ， 酶 解 前 的 石榴 皮 多 酚 在 保留 时 间 靠 前 时 出 峰 较 多 且 峰 面积 较 
大 ， 而 酶 解 后 石榴 皮 多 酚 在 保留 时 间 靠 后 时 出 峰 增多 且 峰 面积 较 大 。 经 质谱 鉴定 发 现 ， 单 宁 
酶 水 解 使 石榴 皮 多 酚 化 合 物 的 种 类 明显 减少 、 相 对 分 子 质 量 降 低 ,， 代表 性 大 分 子 化 合 物 PG 已 
经 被 水 解 完 全 。 化 合 物 结构 比较 发 现 ， 单 宁 酶 水 解 主 要 导致 了 酰基 和 糖苷 键 裂 解 ， 生 成 以 EA 
为 主 的 小 分 子 多 酚 化 合 物 。 根 据 液 相 色谱 的 洗 脱 条 件 ， 结 合 相 似 相 溶 原 理 ， 先 出 峰 的 为 极 性 


大 的 水 溶性 物质 ， 越 往 后 极 性 越 小 ， 脂 溶性 也 越 大 ， 本 试验 测定 结果 说 明石 榴 皮 多 酚 经 酶 解 
后 极 性 物质 减少 , 脂 溶性 物质 增加 , 而 脂 溶性 物质 的 增加 将 有 利于 透 过 细胞 膜 脂 质 双 分 子 层 ， 
进入 细胞 内 部 发 挥 作用 。 本 实验 室 前 期 研究 了 石榴 皮 中 3 种 结构 单元 相似 、 相 对 分 子 质量 不 
同 的 多 酚 化 合 物 一 一 PG (相对 分 子 量 1 084) 、 安 石榴 林 (相对 分 子 量 783) 、EA《〈 相 对 分 子 
量 302) 的 体内 抗 氧化 活性 ， 发 现 EA 对 氧化 鱼油 导致 的 小 鼠 氧 化 损伤 缓解 作用 最 强 ， 表 现 为 


缓解 小 鼠 体 重 下 降 、 提 高 肝脏 和 血液 抗 氧化 酶 活性 ， 降 低 脂 质 过 氧化 产物 丙 二 醋 (MDA) 含 
量 F。 因 此 ， 酶 解 PG 等 大 分 子 苞 花 单 宁 为 EA 等 小 分 子 酚 酸 ， 有 利于 石榴 皮 多 酚 在 动物 体内 
抗 氧 化 活性 的 发 挥 ， 对 石榴 皮 作为 功能 性 饲料 添加 剂 的 开发 有 现实 意义 。 

在 本 试验 的 酶 解 条 件 优化 过 程 中 , 温度 和 pH 对 酶 解 反应 影响 最 大 。 随 着 温度 的 升 高 ，EA 
生成 率 和 PG 降解 率 都 出 现 先 升 高 后 降低 的 趋势 , 45 "CO 后 EA 生成 率 比 PG 降解 率 下 降 更 加 迅速 。 


产生 这 种 现象 的 主要 原因 在 于 : 一 方面 ， 单 宁 酶 具有 特异 性 生成 EA 的 特点 ; $9— 18, 24d 


度 升 至 最 适 温 度 时 ，EA 生 成 率 和 PG 降解 率 都 升 至 最 高 ， 超 过 最 适 温 度 后 单 守 酶 逐渐 失 活 ， 


从 而 导致 EA 生成 率 骤 然 下 降 ， 而 PG 降解 紊 随 着 温度 升 高 可 发 生 自 身 水 解 ， 即 不 依赖 酶 的 作 


用 ， 其 产物 也 可 能 不 以 EA 为 主 。pH 变 化 对 EA 生成 率 和 PG 降解 率 的 影响 不 同 。 在 pH 小 于 5.0 
条 件 下 ，PG 降 解 率 一 直 保 持 较 高 水 平 ，pH 等 于 5.0 时 开始 迅速 下 降 。 这 种 现象 主要 原因 在 于 


PG 可 以 在 酸性 环境 中 发 生 上 自身 水 解 ， 最 终 产 物 同 样 是 EA， 随 着 pH 升 高 ，PG 自 身 水 解 效 率 和 
程度 降低 ， 还 可 能 发 生 不 完全 水 解 ， 生 成 结合 1 分 子 葡萄 糖 的 EA 入 生物 。 当 pH 为 4.5 时 ，PG 
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不 完全 水 解 明显 ，EA 生 成 率 较 之 前 降低 ; 随 着 pH 继续 升 蜗 至 最 适 酶 促 反 应 ， 单 宁 酶 水 解 生 
成 EA 达到 峰值 ， 之 后 随 着 PG 自身 水 解 和 单 宁 酶 作用 双重 降低 ， 导 致 EA 生成 率 也 迅速 下 降 。 
由 此 可 见 ， 单 宁 酶 水 解 石 榴 皮 多 酚 的 程度 不 完全 取决 于 酶 促 反 应 过 程 ， 需 要 充分 考虑 不 同 反 
应 条 件 的 综合 作用 。 本 研究 最 终 通过 正 交 设计 获得 了 最 佳 酶 解 条 件 。 


在 本 研究 中 ， 为 保证 酶 解 过 程 pH 的 稳定 ， 加 入 了 大 量 PBS， 酶 解 产物 无 机 盐 合 量 较 高 。 


st 
同时 ，PE 等 酶 解 过程 有 葡萄 糖 基 脱落 ,产物 中 也 会 存在 葡萄 糖 。 为 了 去 除 酶 解 过 程 中 产生 的 
无 机 盐 和 葡萄 糖 ， 以 多 酚 含 量 为 指标 ， 通 过 静态 吸附 和 解吸 附 试 验 选择 D101 大 和 孔 树脂 ， 并 优 
化 了 纯化 工艺 参数 。D101 型 大 也 树脂 是 茶 乙 烯 型 非 极 性 共聚 体 ， 对 于 不 带 极 性 或 弱 极 性 的 化 


合 物 具有 较 强 吸附 能 力 ， 适 用 范围 比较 广 。 石 榴 皮 多 酚 以 藻 花 单 宁 为 主 ， 虽 然 轰 花 单 宁 分 子 


HELAN, (A AY Ee RR EE ag BA EK ME, EE Ea PE HU. 
附 。 张 立 华 等 2 比较 了 D101、AB-8、DA-201 大 和 孔 树 脂 对 石榴 皮 提 取 物 中 多 酚 的 吸附 效果 ， 
发 现 D101 吸 附和 解吸 效果 最 好 ， 这 与 本 试验 结果 相似 。 


我 国 是 石榴 生产 大 国 ， 石 榴 年 产量 巨大 。 现 代 果 汗 加 工业 中 ， 采 用 石榴 全 果 压 榨取 计 ， 
果皮 作为 废弃 物资 源 丰 富 ， 价 格 低廉 。 石 榴 皮 酶 解 技 术 的 主要 成 本 来 目 于 单 宁 酶 ， 为 节约 成 
本 ， 将 来 要 将 本 技术 应 用 于 饲料 领域 ， 可 开展 利用 黑 曲 霉 等 微生物 制备 粗 酶 液 水 解 石榴 皮 多 


酚 ， 或 者 直接 用 产 单 宁 酶 微生物 发 酵 石 榴 皮 。 从 提高 酶 的 利用 率 角度 考虑 ， 单 宁 酶 固定 化 研 
完 也 值得 开展 。 
4 结 论 

Q@ ”本 试验 建立 的 单 宁 酶 水 解 石榴 皮 多 酚 的 最 佳 酶 解 条 件 为 pH 5.2、 温 度 45 °C. Jmm 
量 30 mL/g 底 物 、 时 间 16 h、 底 物 浓度 4 g/L. 

(2) 酶 解 反 应 液 选择 用 D101 型 大 孔 树 脂 进行 纯化 ， 确 定 95% 乙 醇 为 洗 脱 剂 ， 使 用 p2.0 
cmx30.0 cm 的 玻璃 层 析 动态 吸附 时 ， 上 样 体积 为 300 mL， 洗 脱 体积 为 120 mL. 

(3) 在 以 上 条 件 下 获得 的 石榴 皮 多 酚 酶 解 产 物 多 酚 含 量 为 80.40%， 大 分 子 多 酚 化 合 物 PE 
含量 由 酶 解 前 的 43.64% 降 低 至 0.00%， 人 小 分 子 多 酚 EA 含 量 由 酶 解 前 的 4.85% 提 高 全 45.739%， 


石榴 皮 多 酚 中 化 合 物 相 对 分 子 质量 分 布 由 酶 解 前 的 302 一 1 084 降 低 至 248 一 602。 
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Process Optimization of Hydrolysis of Pomegranate Peel Polyphenols by Tannase and 


Hydrolysates Identification 
SUN Yuging? TAO Xin! XU Ziwei" 

(1. Institute of Animal Husbandry and Veterinary Science, Zhejiang Academy of Agricultural 
Sciences, Hangzhou 310021, China; 2. College of Animal Science and Technology, Nanjing 
Agricultural University, Nanjing 210095, China) 

Abstract: Polyphenols from pomegranate peel has multiple biological activities such as 
anti-inflammatory, antioxidant and anti-cancer activities. However, the high molecular 
ellagitannins such as punicalagin in pomegranate peel polyphenols can not be absorbed by animal 
gastrointestine directly, but have to be hydrolyzed into small molecules such as ellagic acid first 


and then be absorbed into bloodstream and exerts physiological effects. This study was conducted 
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to hydrolyze the high molecule tannins (relative molecular mass>500) in pomegranate peel 
polyphenols into small molecule phenolic acids by using tannase, optimize the hydrolysis process 
and hydrolysates purification process, and clarify the composition changes before and after the 
hydrolysis. By doing this, we hope it could provide basic data for the exploration of pomegranate 
peel polyphenols as functional feed additives promoting animal health. By comparing the high 
performance liquid chromatography fingerprints before and after the hydrolysis, we determined 
ellagic acid increasing rate and punicalagin degradation rate as indicators of enzymolysis degree. 
Using the single factor design and orthogonal combination design, we optimized the enzymolysis 
conditions, and established the macroporous resin purification conditions of hydrolysates by using 
the methods of static adsorption and dynamic adsorption. Moreover, the composition changes 
before and after hydrolysis of pomegranate peel polyphenols were determined by a liquid 
chromatography-mass spectrometry. The results showed that the optimum reaction conditions for 
the enzymolysis were pH 5.2, 45 'C, enzyme volume 30 mL/g substrate, substrate concentration 4 
g/L, 16 h. For enzymatic products purification parameters, D101 macroporous resin was tested to 
be the best absorbing material, the best elution was 95% ethanol, the best loading volume was 300 
mL, and the best collecting volume of elution was 120 mL. The contents of punicalagin (relative 
molecular mass was 1 084) and ellagic acid (relative molecular mass was 302) in the pomegranate 
peel polyphenols were 43.64% and 4.85%, respectively. Under the optimal enzymatic hydrolysis 
conditions and the optimal purification conditions, the enzymatic products of pomegranate peel 
polyphenols was obtained, the punicalagin content of which was 0.00%, and the ellagic acid 
content of which was 45.73%. There were seven kinds of main polyphenols in the pomegranate 
peel polyphenols had been determined, the mass-to-charge ratio (m/z) of them were 1 083, 1 083, 
783, 757, 633, 401 and 300, respectively, and the relative molecular mass was from 302 to 1 084. 
There were four kinds of main polyphenols in the enzymatic products pomegranate peel 
polyphenols had been determined, the m/z of them were 600, 300, 291 and 247, respectively, and 
the relative molecular mass was from 248 to 602. This experiment optimized the reaction 


conditions of tannase hydrolyzing pomegranate peel polyphenols and the hydrolysates purification 
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conditions of the enzymatic products of pomegranate peel polyphenols, obtained hydrolysates rich 
in small molecular polyphenols, and this work could provide basic data for the development and 


utilization of pomegranate peel polyphenols as new functional animal feed additives. 
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